Genetic structure of diffuse large B-cell lymphomas: from DNA microarrays to targeted therapy by Juszczyński, Przemysław
PRACA POGLĄDOWA
Hematologia
2010, tom 1, nr 1, 15–28
Copyright © 2010 Via Medica
ISSN 2081–0768
15www.hematologia.viamedica.pl
Adres do korespondencji: Przemyslaw Juszczynski, MD, PhD, Harvard Medical School, Dana Farber Cancer Institute,
44 Binney Street, Room M515, Boston, MA 02115, tel.: (617) 632 4749, faks: (617) 632 4734,
e-mail: przemyslaw_juszczynski@dfci.harvard.edu
Struktura genetyczna chłoniaków rozlanych
z dużych komórek B: od mikromacierzy DNA
do celowanej terapii
Genetic structure of diffuse large B-cell lymphomas:
from DNA microarrays to targeted therapy
Przemysław Juszczyński
Harvard Medical School, Dana Farber Cancer Institute, Boston
Streszczenie
Chłoniaki rozlane z dużych komórek B (DLBCL) stanowią niezwykle heterogenną grupę
chorób w zakresie cech klinicznych, genetycznych i molekularnych. Globalna analiza ekspresji
genów techniką mikromacierzy znacznie pogłębiła wiedzę dotyczącą przyczyn tej heterogenno-
ści dzięki wykazaniu różnic transkrypcyjnych między różnymi typami histologicznymi nowo-
tworu, podobieństw między komórkami nowotworowymi i prawidłowymi limfocytami oraz
poprzez zdefiniowanie podtypów molekularnych DLBCL. Techniki te ujawniły również odręb-
ne mechanizmy patogenetyczne w obrębie DLBCL, które mogą być celem terapii celowanych.
Nowe eksperymentalne strategie terapeutyczne blokujące sygnał receptora B-komórkowego,
szlak czynnika jądrowego kB (NFkB) oraz interakcje komórek nowotworowych z mikrośrodo-
wiskiem są w trakcie badań klinicznych. Dalsze poszerzanie wiedzy dotyczącej heterogenności
DLBCL i zgłębienie ich mechanizmów patogenetycznych rodzi uzasadnione nadzieje na po-
prawę wyników leczenia tej grupy chłoniaków.
Słowa kluczowe: mikromacierze DNA, klasyfikacja molekularna, DLBCL, PMLBCL,
leczenie celowane
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Abstract
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) exhibits striking heterogeneity at the clinical, genetic,
and molecular levels. Microarray-based gene expression profiling has greatly improved our
understanding of the molecular heterogeneity within DLBCL by highlighting differences be-
tween clinically defined tumor subtypes, similarities between subsets of tumors and normal
B cells, and by defining robust subtypes with comprehensive transcriptional signatures. Such
strategies have suggested distinct pathogenetic mechanisms and have identified promising
therapeutic targets. Novel therapies conceived by gene expression profiling are under investiga-
tion and include those targeting B-cell receptor signaling, NFkB pathway and microenviron-
ment with monoclonal antibody-based therapies. Increasing molecular understanding of the
heterogeneous subsets within DLBCL will likely improve the current empiric therapy of DLBCL
by identifying rational therapeutic targets in specific disease subtypes.
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z dużych komórek B
Chłoniaki rozlane z dużych komórek B (DLBCL,
diffuse large B-cell lymphoma) stanowią najczęstszy
typ chłoniaka nieziarniczego u dorosłych i niezwykle
heterogenną grupę chorób — zarówno w zakresie
cech morfologicznych, biologicznych, jak i klinicz-
nych. Prawidłowym odpowiednikiem komórki nowo-
tworowej w DLBCL jest germinalny lub postgermi-
nalny limfocyt B, który po kontakcie z antygenem
uległ nowotworowej transformacji [1]. Limfocyty
germinalne są szczególnie narażone na uszkodzenia
DNA i nowotworową transformację z racji zachodzą-
cych w nich fizjologicznych procesów remodelingu
DNA — hipermutacji somatycznych (SHM, somatic
hypermutations) oraz zmiany klas (CSR, class switch
recombination) [2]. Procesy te polegają na edycji
genów immunoglobulinowych i prowadzą do dywer-
syfikacji repertuaru przeciwciał oraz zwiększają ich
powinowactwo do antygenu. Ponieważ w trakcie
SHM i CSR dochodzi do przejściowego powstania
pęknięć podwójnej nici DNA, limfocyty germinalne
są naturalnie narażone na powstanie translokacji
i mutacji w obrębie onkogenów (tab. 1) [3]. Złożo-
ność mechanizmów molekularnych, leżących u pod-
staw patogenezy chłoniaków DLBCL, znajduje swoje
odzwierciedlenie w ich zróżnicowaniu klinicznym.
Dostępne obecnie strategie terapeutyczne pozwalają
na wyleczenie ponad połowy chorych. Kliniczne mo-
dele prognostyczne pozwalają zidentyfikować grupy
chorych o zróżnicowanym rokowaniu i wpływają na
rodzaj prowadzonego leczenia, lecz ich zastosowa-
nie ma charakter wyłącznie opisowy i nie odzwier-
ciedla molekularnych uwarunkowań, które mogą
wpływać na kliniczną charakterystykę choroby
w indywidualnym przypadku [19]. Dopiero postęp
w zakresie biologii systemowej i analiz wielko-
skalowych eksperymentów genetycznych z użyciem
mikromacierzy, jaki się dokonał w ciągu ostatnich
lat, pozwolił na uzyskanie szczegółowych sygnatur
molekularnych u poszczególnych pacjentów oraz na
zdefiniowanie wewnętrznej molekularnej substruk-
tury w ramach tej grupy chłoniaków. Badania te rzu-
ciły nowe światło na mechanizmy patogenetyczne
w DLBCL i otworzyły drogę do nowych terapii ce-
lowanych.
Zastosowanie mikromacierzy
w badaniach heterogenności DLBCL
Mikromacierze DNA to technologia umożliwia-
jąca równoczesną analizę ekspresji wielu tysięcy
genów i uzyskanie całościowego obrazu transkryp-
tomu nowotworu. Analiza i interpretacja wyników
takich eksperymentów wymaga zastosowania tech-
nik inżynierii wstecznej (reverse engineering), czyli
cyfrowych algorytmów pozwalających na wyodręb-
nienie z zebranych danych mechanizmów odpowie-
Tabela 1. Zaburzenia genetyczne w chłoniakach rozlanych z dużych komórek B (DLBCL)
Table 1. Recurrent genetic abnormalities in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)
Defekt genetyczny Częstość [piśm.] Lokalizacja Mechanizm deregulacji
BCL6 35–40% [3] 3q27 t(3;...), SHM
BCL2 t(14;18) — 13% [4] 18q21 t(14;18)
Amplifikacje — 24% [5] i amplifikacje
cMYC 15% [6–7] 8q24 t(8;...) i SHM
FAS 20% [8] 10q24 Mutacje DD, SHM
SHM 45% [9] BCL6, PIM1, cMYC, Substytucje
 PAX5, Rho/TTF, FAS  jednonukleotydowe
P53 16% [10] 17p Mutacje, delecje
ATM 15% [11] 11q Delecje, mutacje
SPIB 19–26% [12, 13] 19q Translokacje, amplifikacje
FOXP1 26% [12, 14] 3p Trisomia 3, translokacje, amplifikacje
PRDM1 24% [15] 6q21 Mutacje, delecje
CARD11 8–11% [16] 7p22 Mutacje domeny coiled-coil
A20 (TNFAIP3) 2,3–24% [17] 6q23 Mutacje
INK4a/ARF 21% [12] 9p21 Mutacje, delecje
cREL 3–17% [18] 2p12-16 Amplifikacje
mir-17-92 Do 12,5% [12] 13q Amplifikacje
SHM (somatic hypermutations) — hipermutacje somatyczne
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dzialnych za nowotworowy fenotyp badanych komó-
rek. Wnioski, jakie z tych eksperymentów można
wyciągnąć, zależą od sposobu sformułowania hipo-
tezy i rodzaju przeprowadzonej analizy. Analizy
nadzorowane (supervised analyses) polegają na scha-
rakteryzowaniu różnic w ekspresji genów między
dwoma zdefiniowanymi a priori fenotypami, na przy-
kład DLBCL o dobrym i złym rokowaniu lub DLBCL
węzłowych i DLBCL o innych pierwotnych lokali-
zacjach. Analizy tego typu pozwalają zdefiniować
transkrypty/sygnatury warunkujące biologiczną
charakterystykę guza, na przykład odpowiedzialne
za tropizm narządowy lub warunkujące większą
agresywność nowotworu. Analizy nienadzorowane
(unsupervised analyses) umożliwiają wyodrębnienie
molekularnych podkategorii w ramach jednostki dia-
gnostycznej bez formułowania założeń dotyczących
ich liczby i natury. Zarówno liczba podkategorii, jak
i ich charakterystyka są odzwierciedleniem domi-
nującej struktury genetycznej w obrębie analizowa-
nych danych. Celem sterowanych analiz nadzoro-
wanych, podobnie jak analiz nienadzorowanych,
jest zidentyfikowanie podkategorii molekularnych
DLBCL, jednak przy założeniu, że charakterysty-
ka molekularna DLBCL powinna odzwierciedlać po-
dobieństwa do prawidłowych limfocytów B [20].
Możliwość uzyskania całościowego obrazu trans-
kryptomu, jaką przyniosły mikromacierze, całkowicie
zmieniła sposób prowadzenia podstawowych badań
genetycznych w chorobach nowotworowych. Dotych-
czas takie badania prowadzono w sposób celowany na
pojedyncze geny, których ekspresja różniła się w ko-
mórce nowotworowej i jej prawidłowym odpowiedni-
ku lub, na przykład, u pacjentów z różnym przebie-
giem choroby. Mikromacierze pozwoliły na analizę
takich różnic w ujęciu globalnym. Różnica, choć po-
czątkowo wydawała się tylko „ilościowa”, okazała się
sięgać daleko głębiej. Wraz z rozwojem nowych na-
rzędzi analizy statystycznej, dzięki mikromacierzom
zdołano uzyskać więcej niż statyczny obraz transkryp-
tomu różnicujący dwa stany biologiczne — uzyskano
dynamiczny obraz nowotworowego fenotypu warun-
kowany przez aktywowane/inaktywowane komórko-
we szlaki sygnałowe i metaboliczne oraz interakcje
nowotworu z mikrośrodowiskiem.
Różnice molekularne między chłoniakami
o różnych pierwotnych lokalizacjach:
PMLBCL i pierwotne DLBCL
ośrodkowego układu nerwowego
Możliwość zbadania i zrozumienia powiązań
między transkryptomem nowotworu i jego fenoty-
pem, jaką przyniosły mikromacierze, wykorzystano
do wykazania genetycznych różnic między chłonia-
kami o różnych pierwotnych lokalizacjach [21–22].
Pierwotne śródpiersiowe chłoniaki z dużych komó-
rek B (PMLBCL, primary mediastinal large B-cell
lymphoma) różnią się klinicznie i patomorfologicz-
nie od DLBCL. Chłoniaki te charakteryzują się bra-
kiem ekspresji powierzchniowych receptorów B-
-komórkowych (BCR, B-cell receptor), rzadszymi
translokacjami BCL2 i BCL6 oraz częstszymi am-
plifikacjami regionu 9p24 [22]. Różnice kliniczne,
patomorfologiczne i cytogenetyczne sugerowały
również istnienie różnic transkrypcyjnych między
PMLBCL i DLBCL. Porównanie profilu ekspresji
genów w tych dwóch chorobach wykazało istotne
różnice między PMLBCL i DLBCL, które mogą
warunkować ich odmienną charakterystykę kli-
niczną, fenotypową i histopatologiczną [21–22].
Pierwotne śródpiersiowe chłoniaki z dużych komó-
rek B charakteryzowały się niższą ekspresją genów
kaskady sygnałowej BCR, antygenów leukocytów
ludzkich (HLA, human leukocyte antigens) i marke-
rów limfocytów germinalnych. W odróżnieniu od
DLBCL, PMLBCL charakteryzują się wyższą eks-
presją genów cytokinowych (IL-13, interleukin 13)
i białek transdukcji sygnału z receptorów cytokino-
wych (JAK2), genów indukowanych przez interfe-
ron (IFN), czynnik martwicy nowotworów (TNF, tu-
mor necrosis factor), molekuł adhezyjnych i kosty-
mulacyjnych [21–22]. Istotną częścią sygnatury
molekularnej PMLBCL była nadekspresja genów
regulowanych przez czynnik jądrowy kB (NFkB,
nuclear factor kappa B), w tym TRAF-1. Do aktywa-
cji NFkB prowadzą częstsze amplifikacje genetycz-
ne dotyczące locus c-Rel oraz interakcje z mikro-
środowiskem, a celowana inhibicja aktywności tego
czynnika transkrypcyjnego powodowała apoptozę
w liniach komórkowych PMLBCL [18]. W PMLBCL
obserwowano również wyższą ekspresję PD-L2
— białka z rodziny kostymulatorów B7 funkcjonu-
jącego jako ligand T-komórkowego receptora PD-1
(programmed death-1) [21, 23–24]. Aktywacja recep-
tora PD-1 na powierzchni komórki T przez jego li-
gandy prowadzi do zmniejszonej proliferacji w od-
powiedzi na antygen, zmniejszonej produkcji IFNg,
zaburzeń degranulacji i obniżonej cytotoksyczności,
określanych wspólnie jako zjawisko „wyczerpania”
(T-cell exhaustion) [23–24]. Zjawisko to może
w znacznym stopniu ograniczać skuteczność odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza na obecność
nowotworu. Obserwacje te wskazują na odmienne
mechanizmy patogenetyczne w PMLBCL, obejmują-
ce istotny udział mikrośrodowiska w tym procesie,
i nasuwają podobieństwa do klasycznych postaci chło-
niaka Hodgkina (cHL, classical Hodgkin lymphoma).
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Zatem różnice genetyczne, odzwierciedlające odręb-
ne mechanizmy patogenetyczne między PMLBCL
i DLBCL, w pełni uzasadniają wyodrębnienie
PMLBCL jako osobnej jednostki chorobowej, a po-
nadto uściślają jej kryteria diagnostyczne (szczegóły
niżej) i wskazują na istnienie mechanizmów warun-
kujących wzrost nowotworu, które mogą być obiek-
tem celowanej interwencji terapeutycznej.
O ile patogenetyczne znaczenie odrębności
genetycznej PMLBCL wydaje się zrozumiałe, o tyle
wyjaśnienie przyczyn tych różnic pozostaje osobną
kwestią. W przypadku PMLBCL różnice te są przy-
najmniej częściowo uwarunkowane pochodzeniem
ontogenetycznym komórek nowotworowych z gra-
siczych limfocytów B, innym niż w przypadku
DLBCL [25–26]. W przypadku pierwotnych DLBCL
o lokalizacji w ośrodkowym układzie nerwowym
(OUN) komórki nowotworowe wywodzą się z tych
samych prekursorów, co DLBCL o typowych loka-
lizacjach węzłowych, czyli limfocytów germinalnych
lub postgerminalnych [27–29]. Tropizm narządowy
pierwotnych DLBCL OUN nie jest zatem wynikiem
różnic ontogenetycznych, a wynika raczej z odręb-
ności w charakterystyce molekularnej komórek
chłoniakowych wykazujących predylekcję do OUN.
Pierwotne DLBCL OUN wykazują wyższą niż
DLBCL o innych lokalizacjach (w tym węzłowych
i pozawęzłowych) ekspresję genów dla molekuł ad-
hezyjnych i genów aktywowanych wskutek interak-
cji z podścieliskiem oraz genów związanych z mi-
gracją i aktywacją limfocytów [30]. Istotnym ele-
mentem molekularnej sygnatury pierwotnych
DLBCL OUN jest aktywacja genów kaskady prze-
kazywania sygnału i regulowanych przez interleu-
kinę 4 (IL-4, interleukin 4), w tym JAK1, STAT6
i XBP-1. Ponieważ źródłem IL-4 mogą być komórki
śródbłonka w OUN, mechanizm ten może tłumaczyć
angiotropizm pierwotnych DLBCL o tej lokalizacji
narządowej [31]. Ponadto chłoniaki o tej lokalizacji,
znacznie częściej niż węzłowe, cechuje utrata infor-
macji genetycznej chromosomu 6p związana z niższą
ekspresją HLA klasy I i II [32–33]. Zjawisko to do-
tyczy również częściej pierwotnych DLBCL jądra,
sugerując wspólny mechanizm patogenetyczny
w chłoniakach o pierwotnej lokalizacji w miejscach
uprzywilejowania immunologicznego [33].
Molekularna klasyfikacja Cell of Origin
(COO): identyfikacja substruktury




Pierwsze próby poznania i usystematyzowania
wewnętrznej heterogenności DLBCL na podstawie
ich molekularnych cech przeprowadzono przy zało-
żeniach, że komórki nowotworowe powinny wyka-
zywać cechy prawidłowych limfocytów B o różnym
stopniu zróżnicowania i aktywacji [20]. Na podsta-
wie tych badań wyodrębniono dwie klasy DLBCL,
odzwierciedlające stopień zróżnicowania prawidło-
wego limfocyta B, który uległ transformacji, i róż-
niące się mechanizmami patogenetycznymi (tab. 2).
Pierwszą z nich, nazwaną GCB (germinal center
B-cell), charakteryzowała ekspresja genów ulegają-
Tabela 2. Charakterystyka molekularna DLBCL z aktywowanych komórek B (ABC) i z komórek B ośrodków roz-
mnażania (GCB)
Table 2. Molecular features of activated B-cell (ABC) and germinal center B-cell (GCB) DLBCL subtypes
GCB ABC
Pochodzenie ontogenetyczne Germinalny limfocyt B Postgerminalny limfocyt B
Aberracje chromosomalne t(14;18) (BCL2) Amplifikacje 19q (SPIB)
Amplifikacje 13q (mir-17-92?) Aberracje 3p (FOXP1)
Amplifikacje 2p (cREL) Delecje 6q21-q22
Amplifikacje 12q (MDM?) Delecje 9p21 (INK4a/ARF)
Delecje 10q (PTEN?)
Delecje 1p (TP73?)
Mechanizmy onkogenne Translokacje BCL2 Konstytutywna aktywność NFkB
Deregulacja BCL6 Delecje PRDM1
Translokacje SPIB
Nadekspresja BCL2, MYC
Aktywne mutacje Ig Tak Nie
Rokowanie Lepsze Gorsze
NFkB (nuclear factor kappa B) — czynnik jądrowy kB
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cych ekspresji w trakcie reakcji germinalnej,
a zwłaszcza jej kluczowego regulatora — czynnika
transkrypcyjnego BCL6 [20, 34]. Profil ekspresji
drugiej grupy, nazwanej ABC (activated B-cell), był
zbliżony do obwodowych limfocytów B aktywowa-
nych mitogennie in vitro i obejmował między inny-
mi nadekspresję genów regulowanych przez czyn-
nik transkrypcyjny NFkB oraz nadekspresję onko-
genu MYC [20, 34].
Chłoniaki typu GCB charakteryzują się dere-
gulacją ekspresji onkogenu BCL6 i aktywną SHM
genów immunoglobulinowych [35]. Konstytutywna,
wyższa niż w pozostałych grupach, ekspresja BCL6
wydaje się podstawowym czynnikiem warunkują-
cym molekularne podobieństwo komórek nowotwo-
rowych do centroblastów/centrocytów, ponieważ
ten czynnik transkrypcyjny jest niezbędny do inicja-
cji i prawidłowego przebiegu reakcji w obrębie ośrod-
ków rozmnażania. W chłoniakach GCB-DLBCL
częstsze są również amplifikacje regionu 12q, obej-
mującego locus MDM2. Amplifikacja MDM2 — ne-
gatywnego regulatora p53 prowadzi do funkcjonal-
nego wyłączenia p53. Podobne konsekwencje może
mieć utrata kopii genu p73, kodującego białko z ro-
dziny p53 o charakterystyce nowotworowego genu
supresorowego [12].
Najbardziej charakterystyczną cechą chłonia-
ków DLBCL o charakterystyce ABC jest konsty-
tutywna aktywność czynnika transkrypcyjnego
NFkB [17, 36]. Aktywacja NFkB w warunkach fi-
zjologicznych jest ściśle regulowana i zależy od ak-
tywacji powierzchniowych receptorów, między in-
nymi BCR i/lub CD40 [37]. Aktywacja NFkB, w od-
powiedzi na wiązanie ligandu CD40, prowadzi do
zakończenia programu reakcji germinalnej oraz dal-
szego różnicowania w kierunku limfocyta B pamię-
ci lub komórki plazmatycznej [2]. W mechanizmie
tym istotną rolę odgrywa również aktywacja czyn-
ników transkrypcyjnych IRF4 i PRDM1 [2]. Utrata
lub dysfunkcja tych mechanizmów powoduje zablo-
kowanie różnicowania komórki B na etapie limfo-
cyta postgerminalnego. Konstytutywna aktywność
NFkB i IRF4, częstsze mutacje inaktywujące
PRDM1 oraz niższa ekspresja BCL6 w tej grupie
chłoniaków sugerują, że wywodzą się one właśnie
z tego etapu ontogenetycznego [15, 20]. Jądrowa lo-
kalizacja NFkB, świadcząca o jego aktywności, wy-
stępuje w ponad 60% przypadków chłoniaków o tej
charakterystyce [17]. Głównym mechanizmem ak-
tywacji tej ścieżki sygnałowej są obecne w ponad
50% przypadków mutacje somatyczne dotyczące
genów kodujących białka regulujące aktywność
NFkB, w tym: A20, RANK, TRAF2, TRAF5, TAK1
i CARD11 [17]. CARD11 jest białkiem kompleksu
CBM (CARD11-BCL10-MALT1) niezbędnym do
aktywacji NFkB w odpowiedzi na niektóre sygnały,
a jego obecność jest niezbędna do utrzymania aktyw-
ności NFkB w części chłoniaków ABC-DLBCL i ich
wzrostu [16, 38–39]. Konsekwencją konstytutyw-
nej aktywności NFkB jest między innymi ekspre-
sja genów warunkujących progresję cyklu komór-
kowego i proliferację (cyklina D2) oraz genów an-
tyapoptotycznych (BCL2, BFL1/A1, BCL-xL,
TRAF-1, TRAF-2, c-IAP, cFLIP) [18].
Inny stopień zróżnicowania prawidłowego lim-
focyta ulegającego transformacji w chłoniakach
DLBCL-GCB i -ABC w znacznym stopniu determi-
nuje ich charakterystykę biologiczną i kliniczną.
Limfocyty germinalne są komórkami szybko proli-
ferującymi, w których zachodzą losowe zjawiska
edycji genów immunoglobulinowych, mające na celu
zwiększenie powinowactwa powstającego przeciw-
ciała do antygenu [2]. Znaczna część tych edycji
powoduje zmniejszenie powinowactwa lub wręcz
utratę funkcjonalnego BCR i w konsekwencji apop-
totyczną śmierć limfocyta. Ten unikatowy proces
wymaga zatem, z jednej strony, wysokiej aktywno-
ści proliferacyjnej przy zachodzących fizjologicz-
nych uszkodzeniach DNA, a z drugiej — wysokiej
gotowości apoptotycznej, egzekwowanej przy bra-
ku egzogennych sygnałów podtrzymujących proces
proliferacji [2]. Limfocyty postgerminalne, które
zakończyły proces edycji genów immunoglobulino-
wych i wskutek interakcji z limfocytami T otrzymały
sygnał do zakończenia reakcji germinalnej, nie wy-
magają gotowości apoptotycznej charakterystycznej
dla swoich prekursorów, proliferują intensywnie
i rozpoczynają różnicowanie w kierunku komórek
plazmatycznych [2]. Zgodnie z tą biologiczną cha-
rakterystyką chłoniaki typu GCB klinicznie cechują
się lepszym rokowaniem niż chłoniaki ABC. Róż-
nice w odpowiedzi na leczenie dotyczą zarówno
chorych leczonych rytuksymabem, jak i chorych
poddanych chemioterapii wielolekowej bez użycia
tego przeciwciała i są czynnikiem prognostycznym
niezależnym od międzynarodowego indeksu pro-
gnostycznego (IPI, International Prognostic Index)
[20, 34, 40–41].
Mimo arbitralności założeń klasyfikacji Cell of
Origin (COO), jej prognostyczne znaczenie, intu-
icyjność i różne mechanizmy patogenetyczne
w obrębie grup ABC i GCB przyczyniły się do du-
żego sukcesu tego podziału, który uwzględniono
w klasyfikacji nowotworów limfoidalnych według
Światowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health
Organization). Jednak w klasyfikacji COO, z zało-
żenia, zidentyfikowano tylko dwie grupy, pozosta-
wiając 17–40% chorych bez przydziału do żadnej
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z nich [4, 34]. Istotnym problemem wydaje się rów-
nież przyjęcie spójnych kryteriów klasyfikacyjnych.
Kryteria klasyfikacji COO ewoluowały w kolejnych
badaniach, a stopień powtarzalności tych systemów
klasyfikacyjnych, zwłaszcza w zakresie predykcji
przynależności do niezdefiniowanej kategorii 3, był
niezadowalający [20, 34, 42–43]. Zatem klasyfika-
cja ta nie jest w stanie opisać całej heterogenności
molekularnej w obrębie chłoniaków DLBCL. Istnie-
nie dodatkowej, pomijanej w klasyfikacji COO, sub-
struktury w obrębie tej grupy chorób sugerują rów-
nież badania wskazujące na istnienie sygnatur pro-
gnostycznych, niezależnych od klasyfikacji COO,
które rokowniczo stratyfikują chorych również
w obrębie grup ABC i GCB [34, 44]. Wyodrębnione
sygnatury prognostyczne odzwierciedlają procesy
proliferacyjne, proces reakcji germinalnej oraz in-
terakcje z mikrośrodowiskiem lub wręcz samą cha-
rakterystykę mikrośrodowiska (sygnatura MHC II,
sygnatura węzłowa i sygnatury stromalne). Z wy-
jątkiem sygnatury proliferacyjnej, która ma związek
z grupą ABC, i sygnatury germinalnej, związanej
z grupą GCB, sygnatury zależne od mikrośrodowi-
ska nie są związane z żadną z tych grup, a wykazują
istotne znaczenie prognostyczne [34, 44]. Ponieważ
w klasyfikacji COO chłoniaki są klasyfikowane na
podstawie ich podobieństwa do izolowanych limfo-
cytów B, z definicji rola mikrośrodowiska jest wy-
kluczona. Obserwacje te mają dwie istotne impli-
kacje: po pierwsze dowodzą, że klasyfikacja COO
upraszcza strukturę molekularną DLBCL i jest nie-
kompletna; po wtóre, wskazują na istotną rolę mi-




molekularnej bez założeń a priori
Klasyfikacja molekularna chłoniaków DLBCL,
przeprowadzona bez założeń a priori dotyczących
podobieństw komórki nowotworowej do prawidło-
wych limfocytów, z założenia powinna precyzyjniej
oddawać wewnętrzną substrukturę grupy i wyodręb-
nić kategorie odzwierciedlające dominujące proce-
sy genetyczno-biologiczne. Strukturę taką wyodręb-
niono z zastosowaniem algorytmów analizy nienadzo-
rowanej, które pozwoliły podzielić grupę 173 chorych
na DLBCL na trzy kategorie, charakteryzujące się
odmiennym profilem ekspresji genów [4]. Istnienie
takiej samej substruktury wykazano w niezależnej
grupie 221 chorych [34]. Pierwsza ze zidentyfiko-
wanych grup, nazwana HR (host response), charakte-
ryzowała się nadekspresją genów T-komórkowych,
NK-komórkowych, genów komórek dendrytycz-
nych oraz genów regulowanych przez IFNg [4]. Pro-
fil ekspresji drugiej ze zidentyfikowanych grup
(„BCR”, B-cell receptor signaling/proliferation) cha-
rakteryzowała nadekspresja genów kodujących biał-
ka BCR i kaskady transdukcji sygnału z tego recep-
tora, niektóre B-komórkowe czynniki transkrypcyj-
ne oraz białka biorące udział w naprawie DNA
i progresji cyklu komórkowego [4]. Trzecią ze zi-
dentyfikowanych grup („OXP”, oxidative phospho-
rylation) charakteryzowała nadekspresja genów mi-
tochondrialnych białek łańcucha transportu elektro-
nów i białek antyapoptotycznych [4].
Profil ekspresji genów w chłoniakach typu HR
był w znacznym stopniu uwarunkowany histopato-
logiczną architektoniką podścieliska nowotworu,
nacieków komórkowych i obejmował nadekspresję
genów T- i NK-komórkowych (w tym kaskady re-
ceptora T-komórkowego), kaskady dopełniacza
i cytokin prozapalnych (IFNg i rodziny TNF). Ko-
mórki chłoniakowe częściej niż w innych typach cha-
rakteryzowała konstytutywna aktywność i jądrowa
lokalizacja czynnika transkrypcyjnego NFkB [4, 18].
Nacieki prozapalne w chłoniakach HR charaktery-
zowała między innymi obecność limfocytów CD2+/
/CD3+ i komórek dendrytycznych S100+/GILT+/
/CD1a–/CD123–, świadczące o aktywnej odpowie-
dzi immunologicznej [4]. Chłoniaki te charaktery-
zują się również rzadszymi aberracjami genetycz-
nymi, co może sugerować alternatywne mechani-
zmy patogenetyczne w tej grupie [4, 45]. Klinicznie,
chłoniaki DLBCL typu HR wykazują cechy charak-
terystyczne dla podtypu DLBCL wyodrębnionego
w klasyfikacji WHO, T-cell/histiocyte-rich DLBCL,
w tym młodszy wiek chorych, częstsze zajęcie szpi-
ku i śledzionowa lokalizacja choroby [4].
Profil ekspresji drugiej ze zidentyfikowanych
grup („BCR”) cechowała nadekspresja genów ko-
dujących białka BCR i kaskady transdukcji sygnału
z tego receptora (w tym śledzionowej kinazy tyro-
zynowej [SYK, spleen tyrosine kinase]) oraz niektó-
re B-komórkowe czynniki transkrypcyjne, w tym
BCL6 [4]. Zarówno linie komórkowe o charaktery-
styce molekularnej odpowiadającej chłoniakom
typu „BCR”, jak i pierwotne izolowane komórki no-
wotworowe pobrane od chorych wykazują konsty-
tutywną, toniczną aktywność SYK i jej bezpośred-
niego substratu, białka adaptorowego BLNK (B-cell
linker protein) [46]. Na istotną rolę tonicznej aktyw-
ności BCR jako czynnika warunkującego przetrwa-
nie prawidłowych i niektórych nowotworowych
limfocytów B wskazują rzadkie przypadki utraty po-
wierzchniowych BCR mimo zachodzących aktyw-
nie SHM lub w wyniku zastosowania przeciwciał
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antyidiotypowych [3]. Drugą podstawową charak-
terystyką chłoniaków DLBCL typu „BCR” jest na-
dekspresja czynnika transkrypcyjnego BCL6
i częstsze translokacje dotyczące tego onkogenu [4].
Chłoniaki DLBCL typu „BCR” wykazują skoordyno-
wany profil ekspresji genów kontrolowanych przez
BCL6, odrębny od profilu chłoniaków niezależnych
od tego onkogenu, co może sugerować, że program
genetyczny uruchamiany przez BCL6 jest w znacz-
nym stopniu odpowiedzialny za biologiczny charakter
tej grupy chłoniaków [47]. Istotnych różnic w ekspre-
sji genów regulowanych przez BCL6 nie obserwowa-
no natomiast między chłoniakami klasyfikowanymi
jako GCB i ABC według klasyfikacji COO [47].
Trzecią ze zidentyfikowanych grup („OXP”,
oxidative phosphorylation) charakteryzowała nade-
kspresja genów mitochondrialnych białek łańcucha
transportu elektronów, wskazując na istotną rolę
procesów generowania i utylizacji energii w ich
patogenezie [4]. Chłoniaki „OXP” wykazywały rów-
nież częstsze zaburzenia prowadzące do deregula-
cji egzo- i endogennej ścieżki apoptotycznej, w tym
translokacje locus BCL2, wyższą ekspresję mito-
chondrialnych białek antyapoptotycznych z rodziny
BCL2, w tym BFL-1/A1, oraz częstsze delecje do-
tyczące domeny śmierci receptora FAS [4, 45]. Na
istnienie alternatywnych mechanizmów patogene-
tycznych, podtrzymujących proliferację komórek
chłoniakowych, wskazuje również częstsza nieobec-
ność lub dysfunkcje powierzchniowych BCR niż
w innych grupach [46].
Różnice między klasyfikacjami
COO i CCC
Stopień zbieżności między klasyfikacjami COO
i CCC jest marginalny i dotyczy tylko części chorych
klasyfikowanych jako GCB według klasyfikacji COO
i „BCR” według CCC [4]. W przeciwieństwie do
klasyfikacji COO, w żadnej z wyodrębnionych grup
CCC nie obserwowano różnic w odpowiedzi na che-
mioterapię [4]. Obserwacje te sugerują zatem, że
każda z tych klasyfikacji odzwierciedla inny aspekt
biologii DLBCL. Rozbieżności między oboma sys-
temami wydają się bardziej zrozumiałe, gdy weźmie
się pod uwagę różnice w założeniach, które przyję-
to przy ich opracowaniu. Podstawowym atutem kla-
syfikacji COO jest jej intuicyjność i — poprzez jej
wartość prognostyczną — użyteczność kliniczna.
Kryteria tej klasyfikacji również wydają się prost-
sze do zastosowania w praktyce. „Złotym standar-
dem” wciąż pozostaje klasyfikacja oparta na anali-
zie mikromacierzy (niezależnie od typu użytej plat-
formy), ale klasyfikację tę technicznie można up-
rościć do kilku markerów immunohistochemicz-
nych, które w sposób niedoskonały, ale zadawala-
jący pozwalają na sklasyfikowanie chorych do grup
GCB versus non-GCB [41–42, 48–49]. Klasyfikacja
ta jednak mniej precyzyjnie odzwierciedla mecha-
nizmy patogenetyczne w obrębie DLBCL, począw-
szy od pominięcia znacznej grupy chłoniaków, któ-
re zostają niesklasyfkowane według kryteriów
COO, a kończąc na pominięciu roli tonicznego sy-
gnału z BCR. W tym aspekcie przewagę zyskuje
klasyfikacja CCC, która z założenia precyzyjniej
oddaje wewnętrzną substrukturę grupy i pozwala
scharakteryzować patogenetyczne procesy gene-
teczno-biologiczne warunkujące inicjację i prolifera-
cję komórek chłoniakowych. Ponieważ klasyfikacja
ta z założenia identyfikuje najbardziej dominującą
substrukturę genetyczną, zrozumiały jest również
brak znaczenia prognostycznego klas według CCC.
Dominujące sygnatury zidentyfikowane w klasyfi-
kacji CCC odzwierciedlają zróżnicowane mechani-
zmy patogenetyczne prowadzące do wystąpienia
chłoniaka, a nie mechanizmy determinujące jego
dalszy przebieg. Innymi słowy, klasyfikacja CCC
najprawdopodobniej odzwierciedla te mechanizmy,
których limfocyt potrzebuje, by stać się nowotwo-
rowym — niezależnie od tego, jakie będą jego dal-
sze losy i odpowiedź na leczenie.
Implikacje diagnostyczne
wielkoskalowych badań molekularnych
Niezależnie od systemu klasyfikacji, scharak-
teryzowanie odrębnych mechanizmów patogene-
tycznych u różnych chorych z DLBCL umożliwiło
zdefiniowanie nowych „molekularnych” podtypów
choroby i nowych potencjalnych terapii celowanych.
Z klinicznego punktu widzenia te molekularne pod-
kategorie DLBCL wymagają przynajmniej robo-
czych kryteriów diagnostycznych, które pozwolą
w pełni wykorzystać ich wartość w praktyce. Zro-
zumienie biologicznej informacji zawartej w danych
uzyskanych za pomocą mikromacierzy pozwala na
zawężenie sygnatur genetycznych do kilku biomar-
kerów możliwych do oceny za pomocą standardo-
wej immunohistochemii. Konstytutywna aktywność
kanonicznej ścieżki sygnałowej NFkB (oceniana
jako jądrowa lokalizacja cREL), prowadząca do na-
dekspresji cząstki adaptorowej TRAF1, jest
wspólną cechą cHL i PMLBCL i może służyć jako
diagnostyczny marker odróżniający te chłoniaki od
chłoniaków DLBCL z 98-procentową swoistością
[50–51]. Uzupełnienie tej histochemicznej sygna-
tury diagnostycznej o analizę aktywności czynnika
transkrypcyjnego cJun może być użytecznym sche-
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matem postępowania w wątpliwych diagnostycznie
przypadkach chłoniaków „szarej strefy” [50–52]. Ta
kombinacja biomarkerów, poza niewątpliwą uży-
tecznością diagnostyczną, umożliwia identyfikację
chłoniaków, w których konstytutywna aktywność
ścieżki sygnałowej prowadząca do ekspresji biomar-
kera może być obiektem interwencji terapeutycznej.
Standardem klasyfikacji DLBCL do kategorii
ABC i GCB, uwzględnionych w klasyfikacji WHO,
jest analiza z użyciem mikromacierzy i naiwnego
klasyfikatora probabilistycznego Bayesa [42]. Usta-
lenie molekularnej charakterystyki choroby według
schematu COO, poza dodatkową informacją rokow-
niczą, może mieć istotne znaczenie w klasyfikacji
chorych do badań klinicznych, a w dalszej perspek-
tywie — do terapii celowanymi lekami. Z oczywi-
stych względów rutynowa analiza z użyciem wyżej
wymienionego „złotego standardu” nie jest możli-
wa nawet u chorych leczonych w ramach badań kli-
nicznych. Próby jego zastąpienia przez immunohi-
stochemiczne surogaty (algorytm Hansa [48]) były
nieskuteczne ze względu na niezadawalającą zgod-
ność z wynikami uzyskanymi na podstawie naiwne-
go klasyfikatora probabilistycznego [41, 48]. Wraz
z pojawieniem się nowych przeciwciał dla marke-
rów ośrodków rozmnażania, walidowanych dla pa-
rafinowych skrawków diagnostycznych, możliwe
stało się opracowanie rozszerzonego klasyfikatora
opartego na immunohistochemicznej ocenie GCET1,
CD10, BCL6, MUM1/IRF4 oraz FOXP1 (ryc. 1)
[41]. Algorytm ten jest zgodny ze „złotym standar-
dem” w 93% przypadków i zachowywał wartość
predykcyjną w zakresie całkowitego czasu przeży-
cia (OS, overall survival) oraz czasu wolnego od pro-
gresji choroby (PFS, progression free survival) u cho-
rych leczonych rytuksymabem w połączeniu ze sche-
matem cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna
i prednizon (CHOP, cyclophosphamide, doxorubicine,
vincristine, prednisone) (R-CHOP) [41].
Implikacje terapeutyczne
wielkoskalowych badań molekularnych
Poznanie biologicznej natury molekularnych me-
chanizmów patogenetycznych w DLBCL i PMLBCL
pozwoliło na zidentyfikowanie krytycznych dla
wzrostu nowotworu szlaków transdukcji sygnału
i mechanizmów immunoedycji, warunkującej
wymknięcie się nowotworu spod nadzoru immuno-
logicznego. Zatem z patogenetycznego punktu wi-
dzenia interwencja terapeutyczna przerywająca te
selektywnie deregulowne szlaki może się stać le-
czeniem wybiórczym, potencjalnie skutecznym
i dobrze tolerowanym. Na podstawie dotychczaso-
wych badań można wskazać trzy strategie testowa-
nia, walidowania i wdrażania takich celowanych te-
rapii: zahamowanie konstytutywnej aktywności
i transdukcji sygnału wyzwalanego przez BCR, za-
hamowanie aktywności deregulowanych czynni-
ków transkrypcyjnych NFkB i BCL6 oraz ingeren-
cja w interakcje komórek nowotworowych z mikro-
środowiskiem. Badania kliniczne dotyczące miejsca
inhibicji tych mechanizmów w leczeniu DLBCL
przedstawiono w tabeli 3.
Rycina 1. Różnicowanie immunochistochemiczne chłoniaków rozlanych z dużych komórek B (DLBCL) z ośrodków
rozmnażania (GCB) i z aktywowanych komórek B (ABC) według klasyfikacji Cell of Origin (COO) [41]
Figure 1. Prediction of activated B-cell (ABC) and germinal center B-cell (GCB) diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)
subclasses according to Cell of Origin (COO) classification based on immunostaining [41]
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Inhibicja tonicznego sygnału z BCR
Toniczny sygnał BCR jest istotnym czynnikiem
warunkującym różnicowanie i przetrwanie obwodo-
wych limfocytów B i komórek chłoniaków DLBCL
typu „BCR”. Sygnał z BCR jest przekazywany za
pośrednictwem SYK w kierunku trzech podstawo-
wych szlaków sygnałowych: zależnej od PKCb1
aktywacji kompleksu CBM i NFkB, zależnej od ki-
nazy BTK aktywacji PI3K i AKT oraz aktywacji
kaskady kinaz MAP [58–59] (ryc. 2). W tej kaska-
dzie SYK stanowi najbardziej proksymalną do BCR
kinazę odpowiedzialną za transdukcję oraz amplifi-
kację sygnału i stanowi racjonalny cel interwencji
terapeutycznej [59]. Zastosowanie wysokospecy-
ficznego, ATP-kompetycyjnego inhibitora SYK
(R406, fostamatinib) in vitro powodowało zahamowa-
nie tonicznej i aktywowanej ligandem aktywności
BCR i prowadziło do apoptozy badanych komórek.
W badaniu klinicznym I/II fazy u chorych z nawro-
towymi/pierwotnie opornymi DLBCL leczonymi fo-
stamatinibem, stosowanym w monoterapii, obser-
wowano dobrą tolerancję tego leku i odpowiedź
w 22% (5/23) przypadków, a stabilizację choroby
u dalszych 17% (4/23) chorych (tab. 3) [53].
Jednym z kluczowych dystalnych szlaków ak-
tywowanych przez SYK jest szlak kinazy PKCb1.
Tabela 3. Deregulowane mechanizmy sygnałowe i potencjalne cele terapeutyczne w chłoniaku rozlanym
z dużych komórek B (DLBCL) zidentyfikowane w badaniach wielkoskalowych z użyciem mikromacierzy DNA
Table 3. Deregulated signaling pathways and therapeutic targets identified by diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL) gene expression profiling
Deregulowany Typ DLBCL Cel Inhibitor Badania kliniczne
mechanizm terapeutyczny [piśm. lub identyfikator
sygnałowy wg www.clinicaltrials.gov]
Toniczna BCR-DLBCL SYK R406 [53]
aktywność BCR PKCb1 Enzastauryna [54] NCT00332202
PI3K CAL-101 NCT00710528
mTORC1 Ewerolimus NCT00869999
NFkB ABC-DLBCL IkB (inhibicja Bortezomib [55] NCT00379574,
HR-DLBCL degradacji NCT00931918 (DLBCL),
PMLBCL proteasomalnej) NCT00361621(PMLBCL)
MALT-1 Brak klinicznie N/A
dostępnego inhibitora
BCL6 BCR-DLBCL BCL6 Brak klinicznie N/A
GCB-DLBCL (?)  (kompetycyjna dostępnego inhibitora
inhibicja rekrutacji
korepresorów)
Interakcje DLBCL z sygnaturą  VEGF Bewacizumab [56] NCT00788606,
z mikro- angiogenną NCT00486759,
środowiskiem NCT00121199
PMLBCL PD1/PD-L2 CT-010 [57]
SYK (spleen tyrosine kinase) — śledzionowa kinaza tyrozynowa; BCR (B-cell receptor) — receptor B-komórkowy; PMLBCL (primary mediastinal large B-cell
lymphoma) — pierwotny chłoniak śródpiersia z dużych komórek B; ABC (activated B-cell) — aktywowane komórki B; NFkB (nuclear factor kappaB) — czynnik jądrowy kB;
GCB (germinal center B-cell) — komórki B z ośrodków rozmnażania; VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego
Rycina 2. Kaskady przekazywania sygnału z receptora
B-komórkowego (BCR)
Figure 2. B-cell receptor (BCR) signal transduction cascade
SYK (spleen tyrosine kinase) — śledzionowa kinaza tyrozynowa; NFkB
(nuclear factor kappaB) — czynnik jądrowy kB
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Nadekspresja tej kinazy to negatywny czynnik ro-
kowniczy u chorych z DLBCL, co może sugerować
jej istotne znaczenie patogenetyczne. Selektywny
inhibitor PKCb1 — enzastaurynę stosowano w mo-
noterapii u chorych z nawrotowymi i opornymi na
leczenie DLBCL w I/II fazie badań [54]. U 12/55
(22%) pacjentów obserwowano brak progresji cho-
roby przez okres 2 cykli terapii, u dalszych 8 cho-
rych — przez okres 4 lub więcej cykli, a u 4 cho-
rych — długotrwałą remisję (32–64 miesięcy) [54].
Te obiecujące wyniki stały się podstawą do rozpo-
częcia wieloośrodkowego badania klinicznego
III fazy służącego ocenie roli enzastauryny w te-
rapii podtrzymującej u chorych z DLBCL, którzy
zakończyli leczenie według schematu R-CHOP
(PRELUDE, Prevention of Relapse in Lymphoma
Using Daily Enzastaurin) (tab. 3).
Drugim ramieniem sygnału BCR jest aktywa-
cja kinaz BTK, PI3K i AKT. Ramię to wydaje się
szczególnie istotne, ponieważ u myszy z wyłączoną
na etapie limfocyta germinalnego ekspresją BCR,
u których dochodzi do delecji dojrzałych komórek
B, wymuszenie ekspresji aktywnej formy PI3K spo-
wodowało przetrwanie komórek B [60]. Obserwa-
cje te mogą sugerować, że terapeutyczna inhibicja
tego ramienia może wykazywać synergistyczny efekt
z inhibicją SYK i PKCb1. Swoisty inhibitor PI3K
CAL-101 jest dostępny klinicznie i obecnie testo-
wany w I fazie badań u chorych z przewlekłą bia-
łaczką limfocytową i chłoniakami nieziarniczymi
(tab. 3).
Rozgałęzienie sygnału BCR ma istotne impli-
kacje biologiczne i terapeutyczne w DLBCL, ponie-
waż w sytuacji wyłączenia proksymalnych elemen-
tów kaskady transdukcji sygnału elementy dystal-
ne mogą kompensacyjnie przejąć część funkcji bra-
kującego ogniwa. Skojarzona inhibicja tych krytycz-
nych szlaków sygnałowych może być zatem bardziej
skuteczna terapeutycznie (ryc. 3).
Inhibicja aktywności NFkB i BCL6
Konstytutywna aktywacja NFkB w wyniku od-
działywania egzogennych czynników wydzielanych
przez mikrośrodowisko lub endogennych mechani-
zmów genetycznych, prowadzących do aktywacji tej
ścieżki sygnałowej poprzez kompleks CBM, w częś-
ci chłoniaków DLBCL jest ważnym mechanizmem
antyapoptotycznym, wzrostowym i zwiększającym
oporność komórek na chemioterapię [16, 18, 36, 39,
61]. Wprowadzenie do komórek zmutowanej, nie-
poddającej się fizjologicznej regulacji formy IkBa
(super-represor IkB) prowadzi selektywnie do ogra-
niczenia ekspresji genów regulowanych przez NFkB
i apoptozy linii komórkowych DLBCL z konstytu-
tywną aktywnością tego czynnika transkrypcyjnego
oraz linii PMLBCL [18, 36]. Podobne wyniki obser-
wowano w przypadku użyciu małocząsteczkowych
inhibitorów IkB [62]. Ponieważ NFkB zwiększa
oporność komórek na chemioterapię [61], obserwa-
cje te mogą sugerować, że inhibicja NFkB może być
terapeutycznie korzystna zarówno w monoterapii,
jak i w skojarzeniu z chemioterapią. Dostępną kli-
nicznie strategią inhibicji NFkB jest zastosowanie
inhibitora proteasomu (bortezomibu), który niespecy-
ficznie hamuje degradację IkBa/e i prowadzi do cyto-
plazmatycznej sekwestracji i inaktywacji NFkB [63].
Rycina 3. Ścieżki sygnałowe wyzwalane przez receptor B-komórkowy (BCR) i potencjalne miejsca terapii celowanej
Figure 3. Signaling pathways triggered by B-cell receptor (BCR) and potential therapeutic targets
SYK (spleen tyrosine kinase) — śledzionowa kinaza tyrozynowa
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W pilotażowych badaniach w małej grupie chorych
z nawrotem DLBCL zastosowanie bortezomibu
w skojarzeniu z chemioterapią było skuteczniejsze
w ABC-DLBCL niż w GCB-DLBCL [55]. Badanie
to wskazuje, że taka kombinacja może poprawić
wyniki leczenia w tej molekularnie zdefiniowanej
grupie chorych o gorszym rokowaniu oraz otwiera
drogę do dalszych badań nad miejscem inhibitorów
NFkB w leczeniu DLBCL. Z praktycznego punktu
widzenia wydaje sie również, że użycie jądrowej
lokalizacji NFkB jako immunohistochemicznego
markera aktywności tego czynnika, identyfikujące-
go chorych, którzy mogą być kandydatami do takie-
go leczenia, jest strategią prostszą i bardziej pre-
cyzyjną. Ponadto, ze względu na mało specyficzny
charakter działania bortezomibu, dalsze badania
powinny zostać przeprowadzone z użyciem bardziej
swoistych inhibitorów tego czynnika transkrypcyj-
nego. Obiecującym celem terapeutycznym może
być sam deregulowany kompleks CBM. Inhibicja
wchodzącej w skład kompleksu parakaspazy MALT-1
prowadzi do zahamowania proteolizy jej substratów,
ograniczenia aktywności NFkB i apoptozy linii
komórkowych DLBCL typu ABC [38, 64]. Ponie-
waż myszy ze znokautowanym genem Malt-1 są
żywotne i wykazują tylko niewielkie zaburzenia
immunologiczne, niskocząsteczkowe inhibitory
MALT-1 mogą się stać leczeniem dobrze tolerowa-
nym i znacznie bardziej swoistym niż bortezomib
[65]. Inhibicja NFkB może również korzystnie wpły-
wać na wyniki leczenia PMLBCL charakteryzują-
cych się konstytutywną aktywnością tego czynni-
ka transkrypcyjnego [18, 21–22].
Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, którego
konstytutywna aktywność w znacznym stopniu wa-
runkuje fenotyp komórek nowotworowych w częś-
ci DLBCL, jest BCL6 [47]. Chłoniaki DLBCL, za-
leżne od szlaków molekularnych regulowanych
przez ten czynnik transkrypcyjny, wykazują skoor-
dynowany profil ekspresji genów kontrolowanych
przez BCL6, odrębny od profilu chłoniaków nieza-
leżnych od BCL6 [47, 66]. Do swej funkcji represo-
ra transkrypcji BCL6 wymaga korepresorów BCoR,
NCoR oraz SMRT, zatem rozerwanie tej interakcji
za pomocą peptydu BPI (BCL6 peptide inhibitor)
wyłącza funkcję BCL6 [67–68]. W badaniach in vitro
BPI powodował zahamowanie proliferacji i apopto-
zę w liniach komórkowych DLBCL o charaktery-
styce molekularnej „BCR” [47, 67]. Podobny efekt
obserwowano w badaniach in vivo z użyciem ludz-
kich DLBCL ksenotransplantowanych immunonie-
kompetentnym myszom [67]. Peptyd BPI, ze wzglę-
du na swój niski stopień helikalności i stabilności
w roztworach, wymaga wysokich stężeń, co nie
wyklucza stosowania go jako związku „narzędzio-
wego” w celu udokumentowania hipotezy, lecz
wyklucza jego zastosowanie w terapii. Tych wad
może być pozbawiony peptyd inhibitorowy sztucz-
nie stabilizowany „klamrą” węglowodorową obej-




Obrazy histopatologiczne DLBCL i PMLBCL
oraz ich mikroarchitektonika są wynikiem złożo-
nych, dwustronnych oddziaływań między komórka-
mi nowotworowymi i podścieliskiem [70]. Oddzia-
ływania te odzwierciedlają procesy zapalne, włók-
nienia i angiogenezy zachodzące w obrębie guza.
W DLBCL obecność nacieków komórkowych od-
zwierciedlających procesy neoangiogenetyczne,
wyrażona poprzez nadekspresję między innymi
markerów komórek śródbłonka, czynników adhe-
zyjnych i proangiogennych (w tym czynnika wzro-
stu śródbłonka naczyniowego [VEGF, vascular en-
dothelial growth factor]) wiąże się z gorszą odpowie-
dzią na leczenie według schematu R-CHOP [44].
Obecność tej molekularnej sygnatury korelowała
z histologiczną gęstością mikronaczyń w obrębie
tkanki nowotworowej [44]. Czynnik wzrostu śród-
błonka naczyniowego, poza funkcją proangiogenną,
wykazuje również działanie wzrostowe dla samych
komórek chłoniakowych w mechanizmach para-
i endokrynnym [71], zatem inhibicja osi VEGF–
–VEGF-R może być racjonalną terapią u części cho-
rych z DLBCL wykazującymi intensywne cechy
neoangiogenezy. Wstępne wyniki badań na mode-
lach zwierzęcych, guzach litych oraz pilotażowych
badań klinicznych u chorych z DLBCL wskazują na
lepsze wyniki zastosowania przeciwciał monoklo-
nalnych neutralizujących VEGF (bewacizumab)
w skojarzeniu z chemioterapią niż w monoterapii
[56, 72]. Trwają badania II i III fazy u chorych
z DLBCL z użyciem tego przeciwciała w skojarze-
niu z chemioterapią (tab. 3).
Inny aspekt patogenetyczny mikrośrodowiska
to jego rola w procesach zapalnych wywołanych
obecnością nowotworu. Przeciwnowotworowa od-
powiedź zapalna może prowadzić do immunoedycji,
czyli ewolucji klonalnej komórek nowotworowych
i wzrostu tych spośród nich, które wykształciły sku-
teczne mechanizmy uniknięcia mechanizmów nad-
zoru immunologicznego. Jednym z takich mechani-
zmów jest ekspresja białka PD-L2 w chłoniakach
PMLBCL [21]. Mechanizm ten nie jest specyficz-
ny wyłącznie dla PMLBCL i występuje w innych no-
wotworach, w których inhibicja interakcji T-komór-
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kowego receptora PD-1 z jego ligandami za pomocą
przeciwciał monoklonalnych może przywracać sku-
teczną odpowiedź immunologiczną [23, 73–75].
W I fazie badań klinicznych u chorych na nowotwo-
ry układu krwiotwórczego i chłonnego przeciwcia-
ło CT-011 neutralizujące PD-1 było leczeniem bez-
piecznym i dobrze tolerowanym [57]. Kolejne fazy
badań, z użyciem przeciwciał neutralizujących za-
równo receptor PD-1, jak i jego ligandy u chorych
na PMLBCL i HL są w trakcie przygotowań.
Podsumowanie
Dzięki rozwojowi technologii biologii systemo-
wej i metod analizy wielkoskalowych eksperymen-
tów genetycznych w ostatnich latach dokonał się
istotny postęp w poznaniu charakterystyki trans-
krypcyjnej chłoniaków DLBCL i PMLBCL. Wstęp-
nie scharakteryzowano wewnętrzną heterogenność
molekularną chorób o identycznym lub prawie iden-
tycznym obrazie histopatologicznym. Odkrycia te
przyniosły korzyści w postaci klinicznie użytecz-
nych algorytmów diagnostycznych, które pozwalają
na uszczegółowienie diagnostyki tych chorób i mogą
wnieść dodatkowe informacje rokownicze. Naj-
większą i najbardziej obiecującą zdobyczą wydaje się
jednak scharakteryzowanie niektórych mechani-
zmów patogenetycznych warunkujących wzrost no-
wotworu, które mogą się stać obiektem interwen-
cji terapeutycznych.
Mikromacierze DNA nie są jednak „szklaną
kulą”, w której biolodzy i klinicyści ujrzą odpowie-
dzi na wszystkie pytania dotyczące patogenezy tych
chorób. Istniejące molekularne „klasyfikacje”
DLBCL nie są w pełni precyzyjne i nie oddają w ca-
łości molekularnej heterogenności tych schorzeń.
Te ograniczenia są w pełni zrozumiałe, zważywszy,
że mikromacierze DNA pozwalają wyłącznie na ana-
lizę zmienności transkryptomu. Głębsze zrozumie-
nie tego, co się naprawdę dzieje w komórkach no-
wotworowych i odpowiada za ich fenotyp, będzie
bardziej prawdopodobne dzięki platformom wielko-
skalowym do oceny integralności genomu (mikro-
macierze SNP), ekspresji mikroRNA, metabolomi-
ki, struktury proteomicznej, „kinomiki” (stanu fos-
forylacji białek) i sekwencji całego genomu
komórek nowotworowych, a zwłaszcza ich zintegro-
wanej analizie uwzględniającej interakcje między
badanymi zjawiskami. Co więcej, technologie te
stwarzają uzasadnione nadzieje, że poznanie dzia-
łania tych wyjątkowo skomplikowanych systemów
pozwoli na skuteczne ich wykorzystanie w celach
terapeutycznych.
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